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(57) Abstract 



The invention relates to a method for catalysing complex reactions of large molecules, more specifically, to enzyme-catalysed 
reactions during which undesirable consecutive or subsidiary reactions usually occur, using enzymes which are bonded to a polymer 
support. According to the invention, undesirable consecutive or subsidiary reactions are to a large extent avoided by selecting a non-porous 
or almost non-porous support material. In particular, the invention relates to a method for the enzymatic extraction of biomolecules, 
preferably peptides, proteins, oligosaccharides or polysaccharides from their biologically inactive precursors using enzymes which are 
bonded to a polymer support, especially a method for extracting insulins or their analogs from the corresponding precursors using enzymes 
which are bonded to a polymer support. As a result of selecting a non-porous or almost non-porous support material, this method leads to 
a selective formation of biomolecules, especially of insulins or insulin analogs and corresponding valuable substances which can be split 
into said insulins or their analogs, undesirable consecutive or subsidiary reactions being to a large extent avoided. 

(57) Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Katalyse von komplexen Reaktionen groBer Molekiile, namlich enzymkatalysierte 
Reaktionen, bei welchen in der Regel unerwiinschte Folge- oder Nebenreaktionen auftreten, mittels an einem polymeren Trager gebundener 
Enzyme, bei dem die unerwunschten Folge- oder Nebenreaktionen durch die Wahl eines porenfreien oder nahezu porenfreien Tragermaterials 
weitestgehend vermieden werden. 1m besonderen betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur enzymatischen Gewinnung von 
Biomolekiilen, vorzugsweise von Peptiden, Proteinen, Oligosacchariden oder Polysaccharide^ aus deren biologisch nicht aktiven Vorstufen 
mittels an einem polymeren Trager gebundener Enzyme, insbesondere ein Verfahren zur Gewinnung von Insulinen oder deren Analoga 
aus den entsprechenden Vorlaufem mittels an einem polymeren Trager gebundener Enzyme, welches infolge der Wahl eines porenfreien 
oder nahezu porenfreien Tragers unter weitestgehender Vermeidung von Folge- oder Nebenreaktionen zu einer selektiven Bildung der 
Biomolekule, insbesondere der Insuline bzw. der Insulinanaloga und der zugehdrigen, zu Insulinen oder deren Analoga spaltbaren Wertstoffe, 
fuhrt. 
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Beschreibung 

Verfahren zur Katalyse von komplexen Reaktionen grower Molekule mittels an einem 
poiymeren Trager gebundener Enzyme 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Katalyse von komplexen 
Reaktionen grolier Molekule, namlich Reaktionen mit unerwunschten Folge- Oder 
Nebenreaktionen, mittels an einem poiymeren Trager gebundener Enzyme und im 
besonderen ein Verfahren zur enzymatischen Gewinnung von Biomolekulen, 
10 insbesondere von biologisch aktiven Peptiden, beispielsweise von Insuiinen oder 
deren Analoga, von Proteinen, Oiigosacchariden oder von Polysaccharide^ aus 
deren biologisch nicht aktiven Vorstufen bzw. Vorlaufern, beispielsweise 
Praproinsulinen, mittels an einem poiymeren Trager gebundener Enzyme. 

15 Die Herstellung von Humaninsulin und seiner Derivate ist uber unterschiedliche 
Ansatze in der Literatur beschrieben. Neben der chemischen Synthese, die auf 
Grund der Komplexitat des Zielmolekuls unwirtschaftlich ist, existieren weiterhin ein 
semisynthetisches sowie ein gentechnisches Verfahren. 

20 Beim semisynthetischen Ansatz kommt es zu einem durch Trypsin katalysierten 

Austausch der C-terminalen Aminosaure der B-Kette des Schweineinsulins, der zur 
Bildung des Humaninsulins fuhrt (H.-D. Jakubke et al., Angew. Chem., 97 (1985) 
79). 

25 Der gentechnische Ansatz zur Herstellung von Humaninsulin verlauft uber die Stufe 
des Praproinsulins und seiner Derivate, die im Rahmen der Aufarbeitung ebenfalls 
einer tryptischen Spaltung unterzogen werden (B.H. Frank et al., 
Peptides: synthesis, structure, function, (1981) 729-738; Jonasson et al., Eur. J. 
Biochenr, 236 2 (1996) 656-661; Kemmler et al.,J. Biol. Chem., 246 (1971) 6786- 

30 6791). 
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Zur effizienteren Nutzung des Enzyms wurde fur den semisynthetischen Ansatz ein 
Verfahren entwickelt. das den Einsatz von immobilisiertem Trypsin eriaubt (EP 0 294 
851). 

Fur die Gewinnung von Insulinen Oder dessen Analoga aus den entsprechenden, 
gentechnisch hergestellten Praproinsulinen ist bislang kein enzymatisches Verfahren 
bekannt. bei welchem das Enzym Trypsin immobilisiert vorliegt. so da& bei 
bekannten Verfahren einerseits fur jeden neuen Reaktionsansatz neues Trypsin 
zugegeben werden muB und andererseits im Rahmen der Produktaufreinigung eine 
aufwendige Abreicherung des Enzyms notwendig ist. 

Die tryptische Spaltung von Praproinsulin (PPI) ist eine komplexe, enzymkatalysierte 
Reaktion mit zahlreichen unerwunschten Folge- und Nebenreaktionen. Wie in Fig. 1 
gezeigt, entstehen bei der tryptischen Spaltung von PPI auf Grund der zahlreichen 
reaktiven Stellen eine Vielzahl von Reaktionsprodukten, von denen die 
Verbindungen Arg(B31),Arg(B32)-lnsulin ("di-Arg") und Arg(B31 Mnsulin fmono- 
Arg") als die eigentlichen Wertsstoffe fur die weitere Aufarbeitung anzusehen sind. 
Somit ist eine Abspaltung sowohl der Prasequenz als auch der "mittigen" (der im 
Praproinsulin zwischen der Sequenz der A-Kette und der Sequenz der B-Kette des 
Insulins angeordneten) C-Kette notwendig. Kommt es an anderen Stellen des PPI's 
zu Spaltreaktionen, so entstehen unerwunschte Nebenprodukte wie z. B. das 
Des(B30)-lnsulin ("des-Thr"). 

Wahrend die Spaltung mit nativem Trypsin zur vorwiegenden Bildung der beiden 
Wertstoffe fuhrt, Arg(B31 ),Arg(B32)-lnsulin ("di-Arg") und Arg(B31)-lnsulin ("mono- 
Arg"), liefert der Einsatz von Trypsin-lmmobilisaten auf der Grundlage 
konventioneller Trager wie z. B. Eupergit® C250L, Eupergit® C, Deloxan® ein 
unbefriedigendes Reaktionsmuster. Die beiden Wertstoffe di- und mono-Arg werden 
dabei in nur geringen Anteilen gebildet, wahrend in erster Linie die unerwunschten 
Folge- bzw. Nebenprodukte (vornehmlich des-Thr) entstehen. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zur Katalyse von 
komplexen Reaktionen grower Molekule, namlich enzymkatalysierte Reaktionen, bei 
welchen in der Regel unerwunschte Folge- oder Nebenreaktionen auftreten, mittels 
an einem polymeren Trager gebundener Enzyme bereitzustelien, bei dem die 
unerwunschten Folge- oder Nebenreaktionen weitestgehend vermieden werden. Im 
besonderen ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur 
enzymatischen Gewinnung von Biomolekulen bereitzustelien, vorzugsweise von 
Peptiden, Proteinen, Oligosacchariden oder Polysaccharide^ aus deren biologisch 
nicht aktiven Vorstufen mittels an einem polymeren Trager gebundener Enzyme, 
insbesondere ein Verfahren zur Gewinnung von Insulinen oder deren Analoga aus 
den entsprechenden Vorlaufern mittels an einem polymeren Trager gebundener 
Enzyme bereitzustelien , welches unter weitestgehender Vermeidung von Folge- 
oder Nebenreaktionen zu einer selektiven Bildung der Biomolekule, insbesondere 
der Insuiine bzw. der Insulinanaloga und der zugehorigen, zu Insulinen oder deren 
Analoga spaltbaren Wertstoffe, fuhrt. 

Die Aufgabe wird geibst durch Verfahren zur Katalyse von komplexen Reaktionen 
grolier Molekule, bei welchen in der Regel unerwunschte Folge- oder 
Nebenreaktionen auftreten, mittels an einem polymeren Trager gebundener 
Enzyme, das sich dadurch auszeichnet, daft das polymere Tragermaterial keine 
oder nahezu keine Poren aufweist, welche grofi genug sind, daG die Enzyme 
innerhalb dieser Poren an den Trager binden konnen. 

Die Aufgabe wird ferner gelost durch ein Verfahren zur enzymatischen Gewinnung 
von Biomolekulen, ausgewahlt aus der Gruppe der Peptide, Proteine, 
Oligosaccharide oder Polysaccharide, aus deren Vorstufen mittels eines oder 
mehrerer an einem polymeren Trager gebundener Enzyme, dadurch 
gekennzeichnet, dali das polymere Tragermaterial keine oder nahezu keine Poren 
aufweist, welche groG genug sind, dafi die Enzyme innerhalb dieser Poren an den 
Trager binden konnen. 
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Das erfindungsgemafie Verfahren ist vorzugsweise zur Gewinnung von Insulinen 
Oder deren Anaioga aus den entsprechenden Vorlaufern. insbesondere den 
Praproinsulinen, mittels eines oder mehrerer an einem polymeren Trager 
gebundener Enzyme geeignet. 

Insulinanaloga leiten sich von naturlich vorkommenden Insulinen, namlich 
Humaninsulin Oder tierischen Insulinen, beispielsweise Schweine- oder 
Rinderinsulin, durch Substitution oder Fehlen wenigstens eines naturlich 
auftretenden Aminosaurerestes und/oder Addition wenigstens eines 
Aminosaurerestes an A- und/oder B-Kette des naturlich vorkommenden Insulins ab. 

Vorzugsweise ist das polymere Tragermaterial ein Copolymerisat aus den 
Monomeren Methacrylamid und N,N'-bis(methacrylamid), wobei das polymere 
Tragermaterial besonders bevorzugt uber oxirangruppenhaltige Monomere verfugt. 

Bei dem erf.ndungsgemalien Verfahren ist das Enzym vorzugsweise mit Hilfe von 
Oxirangruppen kovalent an das Tragermaterial gebunden. 

Bei dem bevorzugten Verfahren zur Gewinnung von Insulinen oder deren Anaioga 
aus den entsprechenden Vorlaufern, insbesondere den Praproinsulinen, wird als 
Enzym vorzugsweise Trypsin verwendet. 

Dabei weist das an dem Trager immobilisierte Enzym vorzugsweise eine Aktivitat 
von 0,05 bis 0,5 U/ml auf. der pH-Wert der Reaktionslosung betragt vorzugswe.se 6 

bis 10, besonders bevorzugt 7 bis 9. 

lm folgenden wird die vorliegende Erfindung insbesondere anhand der Beispiele 
naher eriautert. 

In einer Reihe von Immobilisierungen wurde Trypsin an unterschiedlichen 
Tragermaterialien kovalent gebunden (Eupergit® C, Eupergit® 250L, Deloxan®). 
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Der Einsatz dieser Immobilisate bei der Spaltung von Praproinsulin (PPI) lieferte 
jedoch trotz Variation verschiedener Reaktionsparameter wie z. B. pH-Wert, 
Temperatur oder Enzymkonzentration die gewunschten Wertstoffe di- bzw. mono- 
Arg in nur geringer Menge. Sattdessen bildeten sich uberwiegend unerwunschte 
5 Nebenprodukte wie z.B, des-Thr. 

Beim Einsatz von Trypsin, das auf dem Trager Eupergit® C1Z, einem porenfreien 
Trager, immobilisiert wurde, gelang uberraschenderweie die PPl-Spaltung nach dem 
wie beim nativen Einsatz gewunschten Muster. 

10 

Die Wahl von eines porenfreien Tragers, beispielsweise Eupergit® C12, bei der 
Immobilisierung von Trypsin erlaubt somit erstmaiig den wiederholten Einsatz des 
Enzyms mit gleichzeitig sehr guter Selektivitat bei der PPl-Spaltung zu Gunsten der 
beiden Wertstoffe di- und mono-Arg. Eine dem semisynthetischen Verfahren 
15 analoge Verwendung des immobilisierten Trypsins mit der Konsequenz einer 
leichten Abtrennbarkeit des Katalysators von der Reaktionsiosung sowie eines 
mehrfachen Einsatzes ist damit fur das gentechnische Verfahren zur Herstellung von 
Humaninsulin mdglich. 

20 Beispiefe 

Beispiel 1 Immobilisierung von Proteinen auf polymeren Tragern 
Beispiel 1.1 Deloxan® 

25 

Die Immobilisierung von Proteinen auf Deloxan® setzt eine vorherige Aktivierung 
des Tragers mit Glutardialdehyd voraus. Bei der eigentlichen Fixierung des Enzyms 
wurde in einer MeGreihe die aufgegebene native Aktivitat des Trypsins variiert. 
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Aktivierung: pH 
T 



5 



_ g [KPP: 100 mM] 

25 °C 

t = 1 h 

Deloxan® = 10 9 [VR = 150ml] 

GD = 0' 2 9^™ 



oW - 9 [KPP: 100 mM] 

Fixierbedtngungen: pn - * 1 

T = 25 °C 
t = 3 h 
1 0 Beispiei 1 .2 Eupergit® C250L und Eupergit® C 

... • ^ Trvncin -.rf FuDerait®-Tragern wird in einer einstufigen 

Bei der Immobilisierung von Trypsin aut tupergu^ n^y 

Reaktion die Tragersuspension mit der Enzymlosung versetzt 
Fixierbedingungen fur Eupergit® C250L: 

15 

pH = 8 [KPP: 1 M] 

T = 25 °C 
t = 3 d 

20 Fixierbedingungen fur Eupergit® C : 

[Boratpuffer 100 mM] 



pH = 


8,5 




T 


25 


°C 


t 


3 


d 


Benzamidin 




24 



2g QonTaminin = z.*-t mM 
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Beispiel 1.3 Eupergit®C1Z 

Der Trager Eupergit® C1Z zeichnet sich im Gegensatz zu den ubrigen Tragern 
durch Porenfreiheit aus. 

Fixierbedingungen: 

pH = 8 [KPP: 1 Ml 

T = 25 °C 

t = 3 d 

nat. Trypsin = 7.400 U/gTM [Z =37.000 U auf 5 g] 

Unter den gegebenen Bedingungen wird eine spez. Aktivitat von 405 U/gTM erzielt. 
Wahrend die Fixierausbeute mit den Ergebnissen der beiden anderen Eupergit®- 
Trager vergleichbar ist, liegt die Wiederfindungsrate mit 46 % deutlich hoher. 

Beispiel 2 

In einem Becherglas wird ein Volumen von 1 I der Praproinsuiin-Losung mit einer 
Konzentration von 0,83 mg/ml vorgelegt. Nach Einstellung von pH 8,3 wird die 
Spaltreaktion durch Zugabe des auf Deioxan® fixierten Trypsins in einer 
Konzentration von 0,81 U/ml gestartet. Ober den gesamten Reaktionszeitraum 
betragt die Temperatur der Losung 6 °C. Der pH-Wert wird wahrend der Umsetzung 
durch Zugabe von 1 M NaOH-Losung konstant gehalten. In regelma&igen 
Abstanden werden uber einen Zeitraum von 23 h Proben der Reaktionslosung 
gezogen und der Gehalt dereinzelnen Reaktionskomponenten mittels HPLC 
bestimmt. 
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Wie in Fig. 2 zu sehen, entsteht uber den betrachteten Zeitraum d s-Thr als 
Hauptprodukt t wahrend die Menge der beiden Wertstoffe di- und mono-Arg deutiich 
niedriger liegt. 

5 Beispiel 3 

In einem Becherglas wird ein Volumen von 1 I der Praproinsulin-Losung mit einer 
Konzentration von 0,83 mg/ml vorgelegt. Nach Einstellung von pH 8,3 wird die 
Spaltreaktion durch Zugabe des auf Eupergit® C250L fixierten Trypsins in einer 

10 Konzentration von 1,62 U/ml gestartet. Ober den gesamten Reaktionszeitraum 

betragt die Temperatur der Losung 6 °C. Der pH-Wert wird wahrend der Umsetzung 
durch Zugabe von 1 M NaOH-Losung konstant gehaiten. In regelmaGigen 
Abstanden werden uber einen Zeitraum von 23 h Proben der Reaktionslosung 
gezogen und der Gehalt der einzelnen Reaktionskomponeneten mittels HPLC 

1 5 bestimmt. 

Wie in Fig. 3 zu sehen, entsteht auch in diesem Fall uber den betrachteten Zeitraum 
des-Thr als Hauptprodukt, wahrend die Menge der beiden Wertstoffe di- und mono- 
Arg, die daruberhinaus in einer Folgereaktion wieder abgebaut werden, deutiich 
20 niedriger liegt. 

Beispiel 4 

In einem Becherglas wird ein Volumen von 1 I der Praproinsulin-Losung mit einer 
25 Konzentration von 0,83 mg/ml vorgelegt. Nach Einstellung von pH 8,3 wird die 
Spaltreaktion durch Zugabe des auf Eupergit® C1Z fixierten Trypsins in einer 
Konzentration von 0,081 U/ml gestartet. Uber den gesamten Reaktionszeitraum 
betragt die Temperatur der Losung 6 °C. Der pH-Wert wird wahrend der Umsetzung 
durch Zugabe von 1 M NaOH-Losung konstant gehaiten. In regelmaliigen 
30 Abstanden werden uber einen Zeitraum von 23 h Proben der Reaktionslosung 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 99/60150 



9 



PCT/EP99/02973 



gezogen und der Gehalt der einzelnen Reaktionskomponeneten mittels HPLC 
bestimmt. 

Wie in Fig. 4 zu sehen, entstehen im Gegensatz zu den vorherigen 
Umsetzungsversuchen mit immobilisiertem Trypsin auf der Grundlage dieses 
Tragers die beiden gewunschten Wertstoffe di- und mono-Arg im Oberschuft, 
wahrend der Anteil der Nebenprodukte (insbesondere des-Thr) drastisch 
herabgesetzt wird. 

Beispiel 5 

In einem Becherglas wird ein Volumen von 1 I der Praproinsulin-Losung mit einer 
Konzentration von 0,83 mg/mi vorgeiegt. Nach Einsteilung von pH 8,3 wird die 
Spaltreaktion durch Zugabe des auf Eupergit® C1Z fixierten Trypsins in einer 
Konzentration von 0,405 U/ml gestartet. Uber den gesamten Reaktionszeitraum 
betragt die Temperatur der Losung 6 °C. Der pH-Wert wird wahrend der Umsetzung 
durch Zugabe von 1 M NaOH-Losung konstant gehaiten. In regelmafiigen 
Abstanden werden uber einen Zeitraum von 12 h Proben der Reaktionslosung 
gezogen und der Gehait der einzelnen Reaktionskomponeneten mittels HPLC 
bestimmt. Auch in diesem Beispiel entsteht beim Einsatz des auf Eupergit® C1Z 
immobiiisierten Trypsins das gewunschte Produkt- und Nebenprodukt-spektrum. 

Wie in Fig. 5 zu sehen, kann durch die Verfunfachung der Katalysatorkonzentration 
die Umsetzungsgeschwindigkeit erhoht und damit die benotigte Reaktionszeit 
deutlich verkurzt werden, ohne daft sich dadurch die Selektivitat der Reaktion zu 
Ungunsten der beiden Wertstoffe verschiebt. 

Mogliche Deutung der Ergebnisse der Beispiele 2 bis 5 

Beispielsweise im Falle von Praproinsulinen (PPI) handelt es sich bei dei 
Ausgangssubstrat im Gegensatz zu den Folgeprodukten der Reaktion urn eir 
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groGeres Molekul (= 1 0 kDa), das einer starkeren Porendiffusionslimitierung 
unteriiegt. Die Reaktionsgeschwindigkeit aller Folgereaktionen ist aus diesem 
Grunde groBer als die direkte Umsetzung von PPI in unterschiedliche Fragmente. 
Bei porenbehafteten Tragern sollte aus diesem Grunde eine Akkumulation des 
5 gewunschten Zwischenproduktes P (s. Fig. 6; in diesem Bsp.: di-Arg) nicht moglich 
sein. Als Losungsansatz zur Steuerung der Selektivitat bietet sich daher der Einsatz 
porenfreier (bzw. nahezu porenfreier) Trager an. 
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Figurenlegend : 

Fig. 1: Reaktive Steilen bei der tryptischen Spaltung von Praproinsulin 
(INS = insulin; AO-Arg-INS = Arg(AO)-lnsulin; INS-di-Arg = 
5 Arg(B31 ),Arg(B32)-lnsLilin; INS-mono-Arg = Arg(B31 )-lnsulin; des-Thr = 

Des(B30)-lnsulin). 

Fig. 2: Verlauf der Konzentrationen der Reaktionskomponenten als Funktion der 
Zeit bei der Spaltung von Preproinsulin mit auf Deloxan® immobiiisiertem 
10 Trypsin. 

Fig. 3: Verlauf der Konzentrationen der Reaktionskomponenten als Funktion der 
Zeit bei der Spaltung von Preproinsulin mit auf Eupergit® C250L 
immobiiisiertem Trypsin. 

15 

Fig. 4: Verlauf der Konzentrationen der Reaktionskomponenten ais Funktion der 
Zeit bei der Spaltung von Preproinsulin mit auf Eupergit® C1Z 
immobiiisiertem Trypsin. 

20 Fig. 5: Verlauf der Konzentrationen der Reaktionskomponenten als Funktion der 
Zeit bei der Spaltung von Preproinsulin mit auf Eupergit® C1Z 
immobiiisiertem Trypsin. 

Fig. 6: Bedeutung der Tragermorphologie fur die Seiektivitat der Reaktion 
25 (S = Substrat, z.B. PPI; P = gewunschtes Zwischenprodukt, z.B. Di-Arg; Q 

= unerwunschtes Folgeprodukt, z.B. des-Thr). 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 99/60150 



12 



PCT/EP99/02973 



Patentanspruche 

1 Verfahren zur Katalyse von komplexen Reaktionen grofter Molekule mittels an 
einem polymeren Trager gebundener Enzyme, dadurch gekennzeichnet, daft das 
polymere Tragermaterial keine oder nahezu keine Poren aufweist. 

2. Verfahren zur enzymatischen Gewinnung von Biomolekulen, ausgewahlt aus 
der Gruppe der Peptide, Proteine, Oligosaccharide oder Polysaccharide, aus deren 
Vorstufen mittels eines oder mehrerer an einem polymeren Trager gebundener 
Enzyme, dadurch gekennzeichnet, daft das polymere Tragermaterial keine oder 
nahezu keine Poren aufweist. 

3. Verfahren zur Gewinnung von Insulinen oder deren Analoga aus den 
entsprechenden Vorlaufern mittels eines oder mehrerer an einem polymeren Trager 
gebundener Enzyme, dadurch gekennzeichnet, daft das polymere Tragermaterial 
keine oder nahezu keine Poren aufweist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daft 
das polymere Tragermaterial ein Copolymerisat aus den Monomeren Methacrylamid 
und N,N'-bis(methacrylamid) ist. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daft das polymere Tragermaterial uber oxirangruppenhaltige 
Monomere verfugt. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 3 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Enzym mit Hilfe von Oxirangruppen kovalent an das 
Tragermaterial gebunden ist. 
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7. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 3 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Enzym Trypsin ist. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 3 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dali das an dem Trager immobiiisierte Enzym eine Aktivitat von 
0 t 05 bis 0,5 U/ml aufweist 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 3 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daft der pH-Wert der Reaktionslosung 6 bis 10 betragt. 

1 0. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daft der pH-Wert 7 
9 betragt. 
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FIGUR 1 (Fortsetzung) 
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FIGUR 2 
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FIGUR 3 
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FIGUR 5 
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Internationales Anmeldedatum 
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Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt _3 . 

PH Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Grundlage des Berichts 

a. Hinsichttich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behdrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklamng, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I | Die ErklSrung, dafc die in computerlesbarer Form erfaGten informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. Q Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitllchkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezelchnung der Erfindung 

|~X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 
| | wurde der Wortiaut von der Beh6rde wie foigt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 
— wurde der Wortiaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behcrde festgesetzt. Der 
| | Anmelder kann der Behorde innerhaib eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentiichen: Abb. Nr. 



I | wie vom Anmelder vorgeschiagen [X] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschiagen hat. 
I | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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1. Grundlage des Berichts 
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4. Hinsichtlich der Bezetchnung der Erfindung 

[X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

ryi wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
| | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentJichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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Nach der Internationalen Patentklasstfikation (IPK) oder nach der nationalen Klasstfikation und der IPK 



C12P21/02 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12P C12N C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, sowett diese unter die recherchierten Gebiete (alien 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 120, no. 25, 


1,2 




20. Juni 1994 (1994-06-20) 






Columbus, Ohio, US; 






abstract no. 321404, 






HUWIG, ALEXANDER ET AL; "Laboratory 






procedures for producing 2-keto-D-glucose , 






2-keto-D-xylose and 5-keto-D-fructose from 






D-glucose, D-xylose and L-sorbose with 






immobilized pyranose oxidase of Peniophora 






gigantea" 






XP002114237 




Y 


Zusammenf assung 


3-10 




& J. BI0TECHN0L. (1994), 32(3), 309-15 , 






-/~ 





0 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung beiegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 



"T" Spatere VerSffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Ver6tfentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitgtted derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

6. September 1999 


Absendedatum des internationalen Recherche nbericht3 

17/09/1999 


Name und Postanschrift der Internationaten Recherche nbehbrde 
Europaisches Patentamt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Douschan, K 



Formblan PCT7ISA/210(Btatt 2) (JuD 1992) 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT r 

.jLinternatlonales Aktenzeichen 



T/EP 99/02973 



3 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie" 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Bstr. Anspruch Nr. 


x 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 123, no. 19, 


1,2 




6. November 1995 (1995-11-06) 






Columbus, Ohio, US; 






abstract no 250077 






LORENZEN P CHR. ET AL: 






"Characterization of trvDSin immobilized 






on oxirane-acryl ic bead for obtaining 






phosphopeptides from casein" 






XP002114238 




Y 


Zusammenf as sung 


3-10 




& Z. ERNAEHRUN6SWISS. (1995). 34(2), 






118-30 , 




X 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 122, no. 7, 


1,2 




13. Februar 1995 (1995-02-13) 






Columbus, Ohio, US; 






abstract no. 82031 






ECKSTEIN, H. ET AL: "Immobilization of 






papain and trypsin on epoxy-polymers for 






enzyme-catalyzed peptide synthesis" 






XP002114239 




Y 


Zus ammenf as suno 

U V Ubl 1 II I 1 V#» III V V V* 1 ■ M 


3-10 




& CHEM PEPT PROTEINS (1993) 5/6(PT. A) 






211-16 , 




X 


US 4 994 388 A (S0L0HILL ENGINEERING, INC. 


1-10 




AND THE UNIVERSITY OF MICHIGAN) 

IX 1 1 \J 1 1 1 l> \J 1 1 A ■ (WfAW^ 1 1 W ■ 1 1 ^ w 1 1 A U fill / 






19. Februar 1991 (1991-02-19) 






Spalte 3 - Spalte 5 




Y 


EP 0 294 851 A (VEB BERLIN-CHEMIE ) 


3-10 




14. Dezember 1988 (1988-12-14) 






in der Anmeldung erwahnt 






das ganze Dokument 





Formblatt PCT/ISA/210(Fortsetzung won Btatt2> (Juti 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

^^^mation on patent family members 




[ternational Application No 

T/EP 99/02973 



. ^ Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


member(s) 


date 



US 4994388 



19-02-1991 



NONE 



EP .0294851 A 14-12-1988 NONE 



Form PC171S A/210 (patent family armox) (July 1992) 



i 
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ONL Y FOR IN FORMA TION 



Codes used to identify the PCT member States on the flyleaves of the brochures in which international applications made 
under the PCT are published. 



AL 


Albania 


ES 


Spain 


LS 


Lesotho 


SI 


Slovenia 


AM 


Armenia 


FI 


Finland 


LT 


Lithuania 


SK 


Slovakia 


AT 


Austria 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senegal 


AU 


Australia 


GA 


Gabon 


LV 


Latvia 


SZ 


Swaziland 


AZ 


Azcrbaidjan 


GB 


United Kingdom 


MC 


Monaco 


TD 


Chad 


BA 


Bosnia- Herzegovina 


GE 


Georgia 


MD 


Republic of Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tajikistan 


BE 


Belgium 


GN 


Guinea 


MK 


Former Yugoslav Republic 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Fasso 


GR 


Greece 




of Macedonia 


TR 


Turkey 


BC 


Bulgaria 


HU 


Hungary 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad and Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Ireland 


MN 


Mongolia 


UA 


Ukraine 


BR 


Brazil 


IL 


Israel 


MR 


Mauritania 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Iceland 


M\V 


Malawi 


US 


United States of America 


CA 


Canada 


IT 


Italy 


MX 


Mexico 


uz 


Uzbekistan 


CF 


Centra! African Republic 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


VN 


Vietnam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Netherlands 


YU 


Yugoslavia 


CM 


Switzerland 


KG 


Kyrghyzstan 


NO 


Norway 


zw 


Zimbabwe 


CI 


Ivory Coast 


KP 


Democratic People's 


NZ 


New Zealand 






CM 


Cameroon 




Republic of Korea 


PL 


Poland 






CN 


China 


KR 


Republic of Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Cuba 


KZ 


Kazakhstan 


RO 


Romania 






CZ 


Czech Republic 


LC 


Saint Lucia 


RU t 


Russian Federation 






DE 


Germany 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Denmark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Sweden 






EE 


Estonia 


LR 


Liberia 


SG 


Singapore 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Int- -national Application No 

Ki/EP 99/02973 



Patent document 




' / Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 




/ date 


member(s) 


date 


US 4994388 




/ 19-02-1991 


NONE 




EP 0294851 


A 


14-12-1988 


NONE 
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Form PCT/ISA/210 (patent tamtty annex) (jury 1992) 



ivws 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 


In* rationales Aktenzetchen 




K,f/EP 99/02973 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES __ in _ n or>01 

IPK 6 C12P1/00 C12N11/00 C12P21/00 C12P19/00 C12P21/02 
C07K1/04 C07K14/62 C12N11/02 C12N11/06 



Nach der internationalen Patent ktassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Ktassifikation und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Rechercmener Mindestpriitstotf (Klassitikationssystem und Klassifikationssymbote > 

IPK 6 C12P C12N C07K 



Recherchierte aber ntchi zum Mindestpriitstotf gehorende VeroHenttichungen. soweit diese unterdie rechercnienen Gebiete fallen 



Wahrend aer internationalen Recherche konsultierte elektrontsche Datenbank (Name der Dalenbank und evtl, verwendete Suchbegritte> 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katogorie* 


Bezeichrtung der Verotfenttichung, soweit ertorderiich unter Angaba der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


CHEMICAL ABSTRACTS , vol. 120, no. 25, 


1,2 




20. Juni 1994 (1994-06-20) 






Columbus, Ohio, US; 






abstract no. 321404, 






HUWIG, ALEXANDER ET AL: "Laboratory 






procedures for producing 2-keto-D-glucose, 






2-keto-D-xylose and 5-keto-D-f ructose from 






D-glucose, D-xylose and L-sorbose with 






immobilized pyranose oxidase of Peniophora 






gigantea" 






XP002114237 


3-10 


Y 


Zusammenf assung 




& J. BI0TECHN0L. (1994), 32(3), 309-15 , 






-/~ 





Weitere Verotfentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
enmenmen 



Siehe Anhang Patenttamilie 



" Besondere Kategonen von angegebenen Verotfentlichungen 

"A" Veroftentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht ale besondere bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem internationalen 

Anmeldedatum verdftentticht worden ist *X 

"L" Verbffenllichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhatl er- 
scheinen zu iassen, oder durch die das Veroffenttichungsdatum einer 
anderen im Recherchanbericht genannten Veroftentlichung belegt werden -y 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroftentlichung, die aich auf eine miindliche Often barung. 

eine Benutzung, eine Aussteitung oder andere Mafcnahmen bezieht 
"P* Verotfenttichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 



"T* Spatere Veroftentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verdftentticht worden ist und mrt der 
AnmeWung nicht koUkfiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 
'X* Veroftentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann aliein autgrund dieser Veroftentlichung nicht ats neu oder auf 
ertinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 
Veroftentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf ertinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verotfenttichung mit einer oder mehreren anderen 
Verotfentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
"&' Veroftentlichung, die Mitglied derselben Patenttamilie ist 



Datum des Abschtusses der internationalen Recherche 

6. September 1999 


Absendedatum des internationalen Recherchenbenchts 

17/09/1999 


Name und Postanschrift der tntemationalen Recharchenbehdrde 
Europaisches Patent amt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigler Bediertsteter 

Douschan, K 



FormWan PCTrtSA^IO (Bten 2) (Juli 1092) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



im- rationales Atdenzetchon 

Pcf/EP 99/02973 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLlCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegorie 3 Bezeichnung asr Verottentlichurtg, sowen erfoitiertich unter Angabe tier in Betracnt kotnmentJen Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 123, no. 19, 
6. November 1995 (1995-11-06) 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 250077, 
LORENZEN, P. CHR. ET AL: 
"Characterization of trypsin immobilized 
on oxi rane-acryl ic bead for obtaining 
phosphopeptides from casein" 
XP002114238 

Zusammenf assung 
& Z. ERNAEHRUNGSWISS. (1995), 34(2), 
118-30 , 

irilLTll^imm^ BfANK (usrro, 

Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 82031, 
ECKSTEIN, H. ET AL: 

papain and trypsin on epoxy-polymers for 
enzyme-catalyzed peptide synthesis" 
XP002114239 

Zusammenf assung 
& CHEM. PEPT. PROTEINS (1993), 5/6(PT. A), 
211-16 , 

US 4 994 388 A (SOLOHILL ENGINEERING, INC. 
AND THE UNIVERSITY OF MICHIGAN) 
19. Februar 1991 (1991-02-19) 
Spalte 3 - Spalte 5 

EP 0 294 851 A (VEB BERLIN-CHEMIE) 
14. Dezember 1988 (1988-12-14) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



1,2 



3-10 



1,2 



'Immobilization of 



3-10 



1-10 



3-10 



Formbtatl PC T AS A/210 (Fottwttung von BIsQ 2) (Juli 1992) 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verdffentlic en, die zur selben Patenttamtiio gehbren 



lnt r <*tionales Aktenzeichen 

Pu/EP 99/02973 



lm Recherchenbericht 
angetuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitgliecl(er) der . 
Patentfamilie 



Datum der 
Verdftentlicrtung 



US 4994388 



19-02-1991 



KEINE 



EP 0294851 



14-12-1988 



KEINE 



FormWatt PCT/ISA/21 0 < Anltang Patsnttamti»>(Juli 1092) 
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VERTRAG UBE 



iftlE INTERNATIONALE ZUSA^fl ENARBEJTAUFDEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



r ecd o 3 AUG 2000 



WIPO 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
1998/L029 PCT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/02973 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Obersendung des internationaien 
vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/41 6) 



Internationales Anme\dada\um(Tag/Monat/Jahr) 
03/05/1999 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
15/05/1998 



Internationale Patentklassification (1PK) oder nationals Wassifikation und IPK 
C12P1/00 



Anmelder 

AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH et al. 



1 Dieser internationals vorlauf ige PrQfungsbericht wurde von der mit der international vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt 

2. Dieser BERICHT umfafM insgesamt 7 Blatter einschlief3lich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handett es sich um Blatter mit Beschreibungen, AnsprQchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 


IS 


Grundlage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 


B 


Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


H 


Bestimmte angeftihrte Unterlagen 


VII 


8 


Bestimmte Mangel der internationaien Anmeldung 


VIII 


H 


Bestimmte Bemerkungen zur internationaien Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
09/12/1999 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
31.07.2000 


Name und Postanschrift der mit der internationaien vorlaufigen 
Prufung beauftragtsn Behdrde: 

Europaisches Patentamt 

Ajfi D- 80298 Munchen 

Isy' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter y^* 35 ***^ 
Douschan.K \l & ' JJ 

Tel. Nr. +49 89 2399 8702 



Formblatt PCT/l PEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/02973 



t. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf erne Aufforderung nach 
Artiket 14 hin vorgelegt wurden, gotten im Rahmen dieses Berichts ats "ursprunglich eingereicht* undsind ihm 
nicht beigefugt, wet! sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1 -9 ursprungliche Fassung 

Patent anspruche, Nr.: 

1-10 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/6-6/6 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind tolgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkert; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 4-6 

Nein: Anspruche 1-3,7-10 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-10 

Gewerbliche Anwendbarkert (G A) Ja: Anspruche 1 -1 0 

Nein: Anspruche 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/02973 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regei 70.9) 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, dafi die intemationale Anmeldung nach Form oder Inhatt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Januar 1994) 



TH IS PAGE BLANK 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aklenzeichen PCT/EP99/02973 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT m 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 ). Die folgenden Dokumente werden zitiert: 

D1: CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 120, no. 25, 20. Juni 1994 (1994-06-20) 
Columbus, Ohio, US; abstract no. 321404, HUWIG, ALEXANDER ET AL: 
'Laboratory procedures for producing 2-keto-D-glucose, 2-keto-D-xylose and 
5-keto-D-fructose from D-glucose, D-xylose and L-sorbose with immobilized 
pyranose oxidase of Peniophora gigantea' XP0021 14237 & J. 
BIOTECHNOL. (1994), 32(3), 309-15 , 

D2: CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 123, no. 19, 6. November 1995 (1995-11-06) 
Columbus, Ohio, US; abstract no. 250077, LORENZEN, P. CHR. ET AL: 
'Characterization of trypsin immobilized on oxirane-acrylic bead for obtaining 
phosphopeptides from casein' XP0021 14238 & Z. ERNAEHRUNGSWISS. 
(1995), 34(2), 118-30, 

D3: CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 122, no. 7, 13. Februar 1995 (1995-02-13) 
Columbus, Ohio, US; abstract no. 82031, ECKSTEIN, H. ET AL: 
'Immobilization of papain and trypsin on epoxy-polymers for enzyme- 
catalyzed peptide synthesis' XP0021 14239 & CHEM. PEPT. PROTEINS 
(1993), 5/6(PT. A), 211-16, 

D4: US-A-4 994 388 (SOLOHILL ENGINEERING, INC. AND THE UNIVERSITY 
OF MICHIGAN) 19. Februar 1991 (1991-02-19) 

D5: EP-A-0 294 851 (VEB BERLIN-CHEMIE) 14. Dezember 1988 (1988-12-14) 
(in der Anmeldung erwahnt), 

D6: Angewandte Chemie, Jahrgang 97, Heft 2, 1985, S. 79-87 (in der 

Beschreibung erwahnt). 

Dokumente D1-D3 sind Zusammenfassungen, die auf Artikeln in 
wissenschaftlichen Zeitschriften basieren; im weiteren Verfahren werden die 
wissenschaftlichen Artikel unter denselben Abkurzungen wie die der 
Zusammenfassungen zitiert. 
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2.) Neuheit und erfind rische Tatiqk it (Art. 33(1 H3) PCT: 

Anspruche 1 und 2: 

Die vorliegende Patentanmeldung betrifft gemaB Definition in den besagten 
Anspruchen ein Verfahren zur Katalyse von komplexen Reaktionen groBer 
Molekule mittels an einem polymeren Trager gebundener Enzyme, wobei dieser 
Trager entweder keine oder "nahezu" keine Poren aufweist. 

Dokumente D1-D3 offenbaren die Synthese groBer Molekule mittels an polymere 
Trager mit "nahezu" keinen Poren gebundener Enzyme, sodaB diese Dokumente 
die Neuheit von Anspruchen 1 und 2 zerstdren. Fur diese Anspruche kann daher 
auch keine erfinderische Tatigkeit anerkannt werden. 

Anspruche 3 und 7-10: 

Wie bereits oben erwahnt, ist der Einsatz von immobilisierten Enzymen in der 
Peptidsynthese (siehe Dokumente D2 und D3) bereits bekannt. 
D4 beschreibt in Spalte 5 (Zeilen 10ff) die Vorteile von Tragermaterial ohne Poren 
bei der Verwendung von biologischen Verfahren. 

D5 und D6 beschreiben, entgegen der von der Anmelderin auf S. 2 Zeile 5ff 
gemachten Aussage, die Verwendung von immobilisiertem Trypsin bei der Insulin- 
Synthese. Da der Ausdruck "nahezu keine Poren" undefiniert ist, ist die Neuheit 
der Anspruche 3 und 7-10 (sofern sie sich auf Anspruch 3 beziehen) im Hinblick 
auf die Dokumente D5 und D6 nicht gegeben. Fur diese Anspruche kann somit 
weder Neuheit noch erfinderische Tatigkeit anerkannt werden. 

Anspruche 4-6: 

Im Lichte des vorliegenden Standes der Technik scheinen diese Anspruche neu 
zu sein. 

Nichtsdestotrotz, im Hinblick auf die Dokumente D4 und D5 kann keine 
erfinderische Tatigkeit anerkannt werden. D5 beschreibt den Einsatz von 
immobilisiertem Trypsin bei der Insulinsynthese, und D4 legt die Verwendung von 
porenfreiem Tragermaterial nahe. 
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Eine erfinderische Tatigkeit konnte allenfalls fur die in der Beschreibung (siehe 
Beispiele 1-5) gezeigte vorteilhafte Anwendung von Eupergit R C1Z anerkannt 
werden, die als Anzeichen fur das Vorliegen einer erfinderischen Tatigkeit 
gesehen werden konnte. Warenzeichen in den Anspruchen sollen jedoch 
vermieden werden, da sie diese unklar gestalten. 

Zu Punkt VI 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Angewandte Chemie, Jahrgang 97, Heft 2, 1985, S. 79-87 
Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1-D4 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1. Die Ausdrucke "groB", "komplex" und "nahezu" in den Anspruchen 1, 2, bzw. 3 
haben keine definierte Bedeutung und gestalten das Anspruchsbegehren daher 
unklar (Art. 6 PCT). 

2. Ebenso ist der Ausdruck "Vorstufen" in Anspruch 2 und der Ausdruck "Analoga" in 
Anspruch 3 unklar, da nicht ersichtlich ist, was damit gemeint ist. 

3. In Anspruch 3 soli entweder der Ausdruck "EnzynrT oder der Begriff "Vorlaufer" 
oder beide Begriffe eingeschrankt werden, da der Anspruch aus zu vielen 
Variablen besteht und insofern unklar ist, als man nicht erkennen kann, was 
woraus und womit hergestellt wird (Art. 6 PCT). 
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4. Wie bereits unter Abschnitt V.2 erwahnt, sind die Anspruche 1 und 2 viel zu breit, 
vage und undefiniert (Art. 6 PCT). 

5. Der Ausdruck Tragermaterial" in den Anspruchen soil ebenfalls spezifiziert 
werden, wobei anhand der Beschreibung klar ist, da3 nur ein einziges 
spezifisches Tragermaterial Verwendung findet bzw. die Aufgabe lost (siehe 
Beispiele: Eupergit R C12) - Art. 6 und 5 PCT. 
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2. This REPORT consists of a total of 



_ sheets, including this cover sheet. 



| | This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement m«»-«""iy. 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



H □ 

III □ 

IV □ 

V 

VI 
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International application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/EP99/02973 


I. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 


1 1 the international application as originally filed, 
i | 






x [ me aescnpiion, pages 1 7 


, as originally filed, 




pages 


, filed with the demand, 




pages 


, filed with the letter of - 




pages 


, filed with the letter of - 




[X] the claims, Nos. 


, as originally filed, 




Nos. 


, as amended under Article 1 9, 


Nos. 


, filed with the demand, 




Nos. 


, filed with the letter of 




Nos. 


, filed with the letter of 




the drawings, sheets/fig 1/6-6/6 


, as originally filed, 




sheets/fig 


, filed with the demand, 




sheets/fig 


, filed with the letter of 




sheets/fig 


, filed with the letter of 




2. The amendments have resulted in the cancellation of: 






1 1 the description, pages 






1 1 the claims. Nos. 






1 I the drawings. sheets/fie 






3 I""] ™ is re P ort nas been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 
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VI. Certain documents cited 



1 . Certain published documents (Rule 70. 10) 



Application No. 
Patent No. 



Publication date 
(day/month/year) 



Filing date 
(day/month/year) 



Priority date (valid claim) 
(day/month/year) 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Date of written disclosure 

Kind of non-written disclosure Date of non-written disclosure referring to non-written disclosure 

(day/month/year) (day/month/year) 



See supplemental box. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



4-6 



1-3, 7-10 



1-10 



1-10 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

1. This report cites the following documents: 

Dl: CHEMICAL ABSTRACTS, Vol. 120, No. 25, 20 June 
1994 (1994-06-20), Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 321404, HUWIG, ALEXANDER ET AL . : 
'Laboratory procedures for producing 2-keto-D- 
glucose, 2-keto-D-xylose and 5-keto-D-f ructose 
from D-glucose, D-xylose and L-sorbose with 
immobilized pyranose oxidase of Peniophora 
gigantea', XP002114237 & J. BIOTECHNOL . 
(1994), 32(3), 309-15 

D2: CHEMICAL ABSTRACTS, Vol. 123, No. 19, 6 

November 1995 (1995-11-06), Columbus, Ohio, 
US; abstract no. 25077, LORENZEN , P. CHR. ET 
AL. : 'Characterization of trypsin immobilized 
on oxirane-acrylic bead for obtaining 
phosphopeptides from casein', XP002114238 & Z. 
ERNAEHRUNGSWISS. (1995), 34(2), 118-30 

D3: CHEMICAL ABSTRACTS, Vol. 122, No. 7, 13 

February 1995 (1995-02-13), Columbus, Ohio, 
US; abstract no. 82031, ECKSTEIN, H. ET AL.: 
* Immobilization of papain and trypsin on 
epoxy-polymers for enzyme-catalyzed peptide 
synthesis', XP002114239 & CHEM. PEPT. PROTEINS 
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(1993), 5/6 (PT. A) , 211-16 




D4 : 


US-A-4 994 388 (SOLOHILL ENGINEERING, INC. AND 




THE UNIVERSITY OF MICHIGAN) , 


19 February 1991 




(1991-02-19) 






EP-A-0 294 851 (VEB BERLIN-CHEMIE) , 




14 December 1988 (1988-12-14) 


(mentioned in 




the application) 




D6: 


Angewandte Chemie, Jahrgang 97, Issue 2, 1985, 



pages 79-87 (mentioned in the description) . 



D1-D3 are abstracts based on articles in scientific 
magazines; in further proceedings, the same 
numbering will apply to the scientific articles and 
their abstracts. 

2 . Novelty and inventive step (PCT Article 33(1) -(3)) 



Claims 1 and 2: 



As defined in these claims, the present application 
concerns a method for catalysing complex reactions 
of large molecules using enzymes bonded to a polymer 
substrate which has no or "almost" no pores. 

D1-D3 disclose the synthesis of large molecules 
using enzymes bonded to polymer substrates having 
"almost" no pores, and therefore these documents 
deprive Claims 1 and 2 of novelty. Consequently, no 
inventive step can be acknowledged in these claims. 

Claims 3 and 7-10: 

As already mentioned above, the use of immobilised 
enzymes for synthesising peptides is already known 
(see D2 and D3) . 
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D4 describes in column 5 (lines 10 ff.) the 
advantages of poreless substrate materials when 
applying biological methods. 

Contrary to the applicant's statement on page 2, 
lines 5 ff., D5 and D6 describe the use of 
immobilised trypsin for insulin synthesis. Since the 
expression "almost no pores" is undefined, the 
novelty of Claims 3 and 7-10 (insofar as these refer 
to Claim 3) is not established over D5 and D6 . 
Consequently, neither novelty nor an inventive step 
can be acknowledged in these claims. 

Claims 4-6: 

In the light of the available prior art, these 
claims appear to be novel. 

Notwithstanding this novelty, an inventive step 
cannot be acknowledged in the light of D4 and D5 . D5 
describes the use of immobilised trypsin for insulin 
synthesis, and D4 suggests the use of poreless 
substrate material. 

At best, an inventive step could be acknowledged in 
the advantageous use of Eupergit R C1Z shown in the 
description (see Examples 1-5) , which could be 
regarded as a sign of inventive step. However, 
trademarks should be avoided in the claims, since 
they make the claims unclear. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: BOX VI 



Angewandte Chemie, Jahrgang 97, Issue 2, 1985, pages 
79-87 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description does not 
cite documents D1-D4 and does not indicate the relevant 
prior art disclosed therein. 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The terms "large", "complex" and "almost" in Claims 
1, 2 and 3 do not have a defined meaning and make 
the claims unclear ( PCT Article 6) . 

2. Likewise, the term "pre-stages" in Claim 2 and the 
term "analogues" in Claim 3 are not clear because it 
is not possible to understand what they mean. 

3. In Claim 3, the term "enzyme" and/or the term 
"precursor" should be restricted because the claim 
includes too many variables and is unclear, since it 
is not possible to recognise what is produced from 
what and using what {PCT Article 6) . 

4. As already mentioned in Box V, point 2, Claims 1 and 
2 are too broad, vague and undefined (PCT Article 

6) . 

5. The term "substrate material" in the claims should 
likewise be specified. It is clear from the 
description that only one specific substrate 
material is used and solves the problem (see the 
examples: Eupergit R C1Z) (PCT Articles 6 and 5) . 
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